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体感染内皮祖细胞(endothelial progenitor cells, EPCs)的方法。检测 Ang-1 修饰的
EPCs 诱导炎症后细胞间黏附因子 1(intercellular adhesion molecule-1，ICAM-1)、
血管细胞黏附因子 1(vascular cell adhesion molecule-1，VCAM-1)的表达水平，评
价 Ang-1 对炎症损伤后 EPCs 的修复作用。 
方法：体外分离、培养及鉴定大鼠骨髓来源的 EPCs。慢病毒三质粒系统共
转 染 人 肾 胚 细 胞 (293FT) ， 包 装 生 产 表 达 报 告 基 因 绿 色 荧 光 蛋 白
(greenfluoreseentProtein，GFP)及目的基因 Ang-1 的病毒感染 EPCs。Western blot
检测 EPCs Ang-1 蛋白的表达情况。肿瘤坏死因子 α(Tumor Necrosis Factor-α，
TNF-α)诱导未感染病毒 EPCs 组、感染空载体 pNL 病毒组、感染目的基因 Ang-1
病毒组炎症反应，空白对照组以 PBS 代替 TNF-α。通过实时定量荧光 PCR 检测
各组 ICAM-1、VCAM-1 mRNA 表达水平、细胞酶联免疫吸附(ELISA)检测各组
ICAM-1、VCAM-1 蛋白表达水平。 
结果：成功构建携带 Ang-1 基因的慢病毒，实现 Ang-1 基因在 EPCs 中的表
达。与空白对照组比较，未感染病毒 EPCs 组、感染空载体 pNL 病毒组 ICAM-1、
VCAM-1 的表达水平明显上升（P<0.05）；而 Ang-1 组较未感染病毒 EPCs 组、
感染空载体 pNL 病毒组 ICAM-1、VCAM-1 的表达水平显著下调（P<0.05）。 
结论： Ang-1 可减轻 EPCs 炎症损伤，改善细胞存活环境。  
 
























Objectivs：To construct and identify the angiopoient-1 gene-modified endothelial 
progenitor cells (EPCs) in vitro. Observe the expression of intercellular adhesion 
molecule-1(ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1(VCAM-1) of EPCs modified 
with Ang-1 after inducing inflammation, study the effect of Ang-1 against 
inflammation injury of EPCs. 
Methods：Isolate, culture and identify EPCs from rat bone marrow in vitro. The 
lentiviral virus three plasmid system were cotransfected to 293FT cells and then 
produced lentiviral particles. The expression of Ang-1 was detected by Western blot. 
EPCs were divided to 4 groups: control group, EPCs group, pNL vetor group and 
Ang-1 gene transfection group. Inflammatory response was induced by TNF-α. The 
mRNA expression of  ICAM-1、VCAM-1 were detected by real time PCR, the 
protein expression of ICAM-1、VCAM-1 were detected by Elisa. 
Results：Lentiviral vector carrying Ang-1 gene has been successfully construsted. The 
Ang-1 was expressed in infected EPCs. Compared with control group, the secretion of 
ICAM-1、VCAM-1 were increased significantly both in EPCs group and pNL vetor 
group. Nevertheless，after transfected with Ang-1, the secretion of  ICAM-1、
VCAM-1 were decreased significantly. 
Conclusions：Ang-1 has the effect of repairing inflammatory injury of endothelial 
progenitor cells.  
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1 EPCs 概述 
1.1 EPCs 的定义、来源及特征  EPCs 是一类具有游走、增殖能力并可分化为内
皮细胞的前体细胞，亦称为成血管细胞(angioblast)，但缺乏成熟血管内皮细胞表
型，也未形成血管[1]。1997 年，Asahara 等[2]利用免疫磁珠细胞分选的方法从人
外周血中分离出 EPCs 并首次公开报道。1998 年，Shi 等[3]发现骨髓来源的 EPCs。







于 EPCs 与其他细胞区分。EPCs 表面分子标志复杂多样，包括 CD34、CD133、
VEGFR-2、Tie-1、Tie-2 和 VE-钙粘素等。尽管目前仍存在争议，但国内外多以
下几个标志对 EPCs 进行鉴别：CD34 是 EPCs 的一个重要分子标志，但不独特。
由于 EPCs 和造血干细胞来自同一祖细胞，它们之间有许多共同的表面标记，















人源称 KDR）是血管系统 早出现的细胞标志（ 早表达于鼠胚 7 日龄尿囊形
成期）［6］，利用 VEGFR-2 可把 EPCs 与造血干细胞区分开，但不能区分 EPCs 和
成熟内皮细胞；CD133(又称 AC133)是造血干/祖细胞的表面标志，是分子量为
120 kD 的糖基化多肽，含有 5 个跨膜结构域，Perchev 等［7］研究发现，CD133 在
内皮祖细胞表达，而成熟内皮细胞无表达，因此 CD133 可作为区分 EPCs 与成熟
内皮细胞的标志。尽管迄今缺乏统一标准，多数学者将 CD34/CD133/KDR 
(VEGFR-2 或 Flk-l)阳性的细胞定义为 EPCs。随着细胞的分化，CD133 表达将迅
速下降，进而表达 vWF 等较成熟内皮细胞标记［8］。研究还发现，EPCs 与单个核
细胞有相似的性质，即可以同时摄取乙酰化低密度脂蛋白 (Ac-LDL)、连接荆豆
凝集素-1(UEA-1)。自密度梯度离心及 EPCs 培养基筛选培养条件下得到的 EPCs
培养体系中，单个核细胞的数量极少，故也有学者认为二者为鉴定 EPCs 的一种
方法［9，10］。我们可根据 EPCs 表面的不同标志确定其处于的相应分化阶段。 
1.2 EPCs 的分离及培养 目前体外分离 EPCs 的方法有多种，主要有免疫磁珠分
选 CD34+细胞法和密度梯度离心法［11］，前者分离得到的 CD34+细胞较纯，但细
胞流失多， 终获得数量少，且价格相对昂贵，操作繁琐；后者须用特殊配方培
养液，一般用添加了刺激生长因子的 EBM-2 或 M199 培养液进行培养。近来有
研究报道使用微孔法分离单个核细胞，可获得较密度梯度离心法纯度更高的
EPCs。 




阶段，在出生后 EPCs 也可以诱导血管生成；更具意义的是，EPCs 具血管新生
(angiogenesis)的作用，即由存在的细胞增殖、迁移使原先存在的血管重塑成较复





















膜支架的内皮化研究等。Zan 等［15］的研究表明 EPCs 可发挥其治疗性血管新生
作用，增强兔预制皮瓣的血管生成，进而促进皮瓣存活。Li 等［16］的实验表明缺
氧条件下血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth factor,VEGF)大量上调，





再狭窄患者的外周 EPCs 数量和功能发现，两组 EPCs 数量相似，但 EPCs 的黏
附功能在发生再狭窄组显著低于未发生再狭窄组，并且，与发生局部支架内再狭































2.1 EPCs 在基因治疗中的优势 





后 EPCs 的增殖性较单纯移植的 EPCs 高 2 倍，对血管内皮黏附性同样显著增高
［22］。冠心病患者外周血 EPCs 数量下降，活性受损，自体 EPCs 移植可能效果欠
佳，并且在体外扩增 EPCs 数量亦受到限制，因此采用基因工程的方法将可能弥
补该不足。 
2.1.2 取材方便，靶向性好 EPCs 可通过骨髓、外周血和脐血获得，目前在体外
扩增方法已经成熟，并且成本相对较低，纯度可满足需求。EPCs 可趋化于损伤
组织，其接近损伤部位血流，释出蛋白质也很容易通过血流扩散到全身。 










进血管损伤后的再内皮化，抑制血管壁的炎性反应［23］ 。因此用自体 EPCs 移植
来修复损伤血管及对血管或支架做生物工程学上的处理是血管治疗的一个新兴
领域，尤其是基因修饰的 EPCs 将会发挥更大的作用。 
内皮型一氧化氮合酶(eNOS)基因产物对血管壁产生多效的细胞保护作用，可
减少氧化应激，调节血管张力，抑制血栓形成和平滑肌细胞的增殖迁移，阻止动
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实验基础上，将携带 eNOS 基因的 EPCs 再移植到该动物模型中，促进了损伤
内膜的迅速重建，显著抑制了新生内膜的异常增生并减少了血栓的发生，新生内
膜(新生内膜/血管中膜)抑制率达 72.1%。He 等［25］也发现 eNOS 基因修饰的 EPCs












Iwaguro［29］等将 VEGF 经腺病毒载体转导入 EPCs 并注入裸鼠缺血后肢，新
血管形成和血流恢复均显著提高，与对照组相比，肢体坏死率和自主截断率下降
63.7%。Murasawa 等［30］ 利用端粒酶和逆转录酶转染了外周血 EPCs 移植后肢缺
血的裸鼠体内，后肢存活率提高，后肢血流灌注量和毛细血管密度与 GFP 转染





利用基因转染技术将 ang-1 基因转入 EPCs，增强了其增殖或新生血管的能





















需阐明 EPCs 的表面标记 以其能将 EPCs 与成熟内皮等其他细胞鉴别，以

















是由 TNF-α诱导 EPCs 炎症，通过主要的炎症反应标志物说明炎症反应对体外培
养的 EPCs 的影响；采用荧光定量 PCR 技术，酶联免疫吸附技术等生物技术研
究 EPCs 转染 Ang-1 基因后炎症反应标志物表达的改变，进而说明 Ang-1 在修复
EPCs 炎症反应中的作用。 
利用基因转染技术将 Ang-1 基因转入 EPCs，抑制细胞移植后受到的炎症损
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